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Resumen

Debido a que el higado esta en comunicacion directa con el intestino mediante el
sistema de la vena porta, que suministra el 75 % de la sangre total que recibe, el
microambiente generado por probidticos puede representar una ventana de
tratamientos o profilaxis para las enfermedades crénicas como el carcinoma
hepatocelular. En este trabajo se estudidé el efecto de la administracion de un
simbidtico: probidtico Bifidobacterium sp., en combinacion con el prebidtico inulina,
en un modelo de hepatocarcinogénesis quimica en ratas Wistar. Los animales se
distribuyeron en 8 grupos, 4 administrados con probiotico, prebidtico, simbidtico y
un control negativo y otros 3 grupos con las mismas caracteristicas mas la
administracion del carcindogeno dietilnitrosamina (DEN) y un grupo administrado
solo con DEN Illamado control positivo. El tratamiento se llevé a cabo durante 16
semanas para inducir la formacion de ndédulos cancerosos en el higado de la rata
seguido de dos semanas de descanso. Durante los esquemas de administracion el
peso corporal de los animales administrados con DEN disminuyé en un promedio
del 8 % del peso sin presentar una diferencia estadistica. Los higados extraidos del
grupo tratado con DEN presentaron hepatomegalia y; la cantidad de nddulos
superiores a 1 mm? detectados mediante el marcador tumoral gamma glutamil
transferasa (GGT), fue significativamente menor en el grupo que fue administrado
con simbidtico mas DEN comparado con el grupo, control positivo (p = 0.012), asi
como el promedio del tamafio de los nddulos superiores a 1mm? en los mismos
grupos con un valor de p = 0.004. La tincién tricromica de Masson mostré que la
acumulacion de tejido conjuntivo en los grupos con tratamiento (probidtico,
prebiotico y simbidtico) y administrados con DEN, fue menor que en el control
positivo. Con la tincidon de hematoxilina-eosina se observd que en los grupos
administrados con DEN se irrumpe el parénquima hepatico donde y aquel que se
administré con simbidtico mas DEN fue el menos afectado. Nuestros resultados
demuestran que el uso de Bifidobacterium sp. e inulina previenen el desarrollo del
carcinoma hepatocelular debido a que se observé una disminucién del tamafio de

los nédulos en un 85 % con un valor de p = 0.004, asi como el porcentaje total de



area alterada que disminuyd un 36 % con el tratamiento simbidtico en comparacion
del control positivo. Este trabajo abre una gama de posibilidades para estudiar los
efectos de las bifidobacterias como potencial tratamiento o prevencidn de
enfermedades hepaticas como el carcinoma hepatocelular.
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Introduccion

El higado es el 6rgano mas voluminoso del cuerpo, ya que representa el 2 % del
peso corporal, que es aproximadamente alrededor de 1.5 kg en un adulto (Guyton,
2011). Este 6rgano recibe el suministro de sangre de dos fuentes principales, la
vena portal que suministra el 80 % de la sangre rica en nutrientes provenientes del
intestino y la arteria hepatica que suministra el 20 % restante con sangre oxigenada
(Sibulesky, 2013). El sistema portal es muy importante, debido a que en la superficie
de la luz intestinal se acumulan mas de 40 trillones de bacterias. En conjunto, los
microorganismos del intestino agregan en promedio 600000 genes a cada ser
humano (WGO, 2017), lo que nos lleva a pensar que la microbiota intestinal tiene

un papel importante en la homeostasis.

Dentro de esos billones de microorganismos podemos encontrar un grupo de
bacterias que cuando se administran en cantidades adecuadas, ejercen un efecto
benéfico a la salud del hospedero, el nombre de estas bacterias es probidticos. Las
principales bacterias probioticas utilizadas son aquellas pertenecientes a los
geéneros Bifidobacterium y Lactobacillus (Backhed, 2012).

En recientes décadas se ha estudiado el papel de los probidticos ante las
enfermedades hepaticas, como el higado graso no alcohdlico (NAFLD, por sus
siglas en inglés) y cirrosis, donde algunos experimentos muestran una disminucion
de la concentracion de marcadores moleculares de dafio hepatico como, las
enzimas alanino transferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST) y gamma
glutamil transferasa (GGT); asi como también, se ha observado una disminucion de
los niveles séricos de endotoxinas (Lata et al., 2007; Aller et al., 2011; Malaguanera
et al., 2012). Estas enfermedades incluyendo la fibrosis, son estadios previos a la
aparicion del carcinoma hepatocelular (CHC), una enfermedad que ocupa el cuarto

lugar como causa de muerte por cancer a nivel mundial (GLOBOCAN, 2018).

El tema es de especial interés, debido a que la deteccién del CHC se presenta en

etapas avanzadas, en las que los tratamientos no suelen tener prondsticos buenos,
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por lo que se han estudiado métodos y técnicas para la deteccién temprana y
prevencion del CHC. Se han estudiado los efectos benéficos que ejercen los
probioticos y la relacion directa que tiene el microambiente creado por estas
bacterias en el higado. Por lo que, en el presente proyecto, se evalu6 el efecto del
tratamiento con un simbidtico (probidtico-prebiotico) en un modelo animal de
hepatocarcinogénesis quimica, con el apoyo de técnicas histopatolégicas como la
de hematoxilina-eosina y la tricromica de Masson, asi como de marcadores de dafio
hepatico, para obtener datos cuantitativos que permitan determinar la influencia del

tratamiento simbidtico en el desarrollo del CHC.
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Antecedentes directos

Dentro del laboratorio de Ecologia Microbiana perteneciente a la Universidad
Autonoma Metropolitana Unidad Xochimilco, en colaboracion con el Laboratorio de
Enfermedades Hepaticas del INMEGEN, se estudia el efecto de la administracion
de probidticos en modelos de hepatocarcinogénesis quimica en ratas Wistar, en los
que se ha observado que al administrar diferentes concentraciones de
Bifidobacterium sp. (1 x 106, 1 x 10° y 1 x 10" UFC) se tiene una influencia en el
dafno causado por el carcinogeno dietilnitrosamina (DEN), donde se observé una
disminucién de las lesiones macroscépicas en tejido hepatico asi como el nimero
de nddulos y dimensiones de éstos, y como resultado las lesiones generadas fueron
mas pequefas, asi mismo se ha observado una disminucion del numero de focos
GGT positivos y una variacion en la expresion de genes involucrados en el proceso
de inflamacion Tnf a, Ptgs 2 e lIb 1 (Limeta, 2017; Martinez, 2017).
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Marco Teorico

El higado

Es el érgano mas voluminoso del cuerpo y representa el 2 % del peso corporal total,
es decir, alrededor de 1.5 kg para un adulto. Su unidad funcional basica es el lobulillo
hepatico, una estructura cilindrica de varios milimetros de longitud y de 0.8 a 2 mm
de diametro. El higado humano contiene entre 50,000 y 100,000 lobulillos, que son
estructuras de forma hexagonal que consisten en filas de hepatocitos que irradian
desde una vena central. Dentro de los lobulillos existen vénulas portales que
reciben, sobre todo, la sangre venosa del tubo digestivo a través de la vena porta;
el dominio apical de los hepatocitos es adyacente a la triada portal conformada por
la arteria hepatica, el conducto biliar y la vena porta (Figura 1). La vena porta que
aporta la mayor parte de la sangre que recibe el higado luego drena en la vena
central y se transporta fuera del higado (Sibulesky, 2011; Marieb & Hoehn, 2013).

Canaliculos | Canaliculos

biliares Vena cava inferior biliares Sinusoide

hepética

Vena
portal

Conducto biliar Triada Portal Vena central

Figura 1.- Estructura del parénquima hepatico. En esta figura se observa un lobulillo hepatico, la
composicion de la triada portal conformada por la arteria hepatica, la vena portal y el ducto biliar;
los sinusoides hepaticos y la forma en racimos que presentan los hepatocitos.

Fuente: Oie et al., 2018
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Funciones del higado

El higado es un 6rgano que desempefa funciones de gran importancia en el
metabolismo del cuerpo humano, ademas de mantener la homeostasis. De acuerdo

con Guyton (2011), de las funciones que realiza podemos enlistar las siguientes:

e Metabolismo de hidratos de carbono

e Metabolismo de grasas

e Metabolismo de proteinas

e Almacenamiento de vitaminas

e Depdsito de hierro en forma de ferritina

e Produccién de proteinas para la coagulacion de la sangre

e Eliminacion o depuracion de medicamentos

Debido a la diversidad de funciones que desempefia este 6rgano, es susceptible a
sufrir dafo, ya que esta expuesto a diversos factores que lo afectan, como son:
infecciones virales, exposicion a aflotoxinas contenidas en alimentos mal
almacenados, metabolismo de farmacos, consumo excesivo de alcohol etc. Estos
factores desencadenan un dafo a la estructura de las células hepaticas, lo que
conduce a la pérdida de sus funciones y por consiguiente al surgimiento de
diferentes tipos de enfermedades crénicas, tales como esteatohepatitis no
alcohdlica, fibrosis, cirrosis y en etapas muy avanzadas desarrolla el CHC (Kumar
et al., 2010; Pellicoro et al., 2014).

Carcinoma Hepatocelular

El CHC es el quinto cancer mas comun y la cuarta causa de mortalidad relacionada
con el cancer a nivel mundial, es la principal causa de muerte relacionada con el

higado en todo el mundo, como resultado fue el cuarto lugar en indice de mortalidad
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con un total de 781,631 defunciones durante el 2018 (Globocan, 2018). En México
el CHC se ubica en cuarto lugar de muertes después del cancer de colon, prostata
y mama, con un numero de muertes de 6,868, al afilo donde se observa un mayor
indice dentro de la poblacién masculina (Globocan, 2018). Los pacientes con CHC
tienen un mal prondstico a pesar de los logros en las técnicas de cirugia y otros
procedimientos terapéuticos.

El CHC se desarrolla por daio cronico al higado, debido a los procesos inflamatorios
y regenerativos provocados por alguno de los factores que lo causan y al que esté
expuesto, lo que contribuye a que se desarrolle un proceso de cancer cuyas etapas
son la iniciacion, promocion y progresion. De todos los casos de CHC, entre el
ochenta y el noventa por ciento, estan relacionados con cirrosis o fibrosis y con
factores de riesgo bien reconocidos, como son las infecciones por el virus de la

hepatitis B, hepatitis C, cirrosis alcoholica y la hemocromatosis (White et al., 2016).

Todos estos datos sugieren la busqueda de alternativas para la prevencion o

tratamientos con prondsticos mas alentadores a los actuales para combatir el CHC.

Factores de riesgo

Los factores de riesgo mas comunes en desarrollar fibrosis, cirrosis hasta generar
CHC son: la infeccion cronica con el virus de la hepatitis B (HBV), hepatitis C (HCV),
aflotoxinas, NASH, obesidad, consumo de alcohol y diabetes mellitus. Estos
pacientes tienen dos veces mas posibilidades de desarrollar CHC en comparacion

con personas sanas (Polesel et al, 2009; Ascha et al, 2010)
Historia natural de la enfermedad hepatica crénica

Independientemente del origen del factor que dafa al higado, una constante
exposicion al factor causa una lesion iterativa que produce el inicio de un proceso

inflamatorio; asi como también, un excesivo depdsito de proteinas de matriz
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extracelular, que distorsionan la arquitectura del parénquima hepatico, lo que lleva

a la muerte de células parenquimatosas y a la angiogénesis.

Lo anterior conduce a un estado de fibrosis progresiva, en la que se encuentra una
disrupcién de la arquitectura y una generacion aberrante de hepatocitos, que lleva
a generar a una etapa final conocida como cirrosis, que es caracterizada por la
hipertension portal y un excesivo tejido de cicatriz. Algunos hepatocitos afectados
confinados en nédulos pierden su control del ciclo celular con un crecimiento

descontrolado que forma el CHC (figura 2).

Dafio crénico
e Infeccidn viral

e Alcohol
* NASH . »
«  Enfermedades *Disrupcién de la
metabdlicas arquitectura
« Carcinégenos *Pérdida de funcion
quimicos *Regeneracidn aberrante Trasplante
de hepatocitos *Hipertension
portal
*Dafio inflamatorio
*Deposicidon de matriz
, *Angiogénesis Fibrosis Cirrosis
Higado NE108 o
*Pérdida del parénquima temprana

normal

10-50 afos

Carcinoma
hepatocelular

Figura 2. Esquema del dafio crénico en higado (Pellicoro et al., 2014). El higado al estar en contacto
iterativo con algun factor de dafio crénico sufre un proceso de inflamacién constante que con el paso
del tiempo se transforma en cirrosis y en algunos casos desarrolla carcinoma hepatocelular.

El proceso de hepatocarcinogénesis es lento y depende del dafio que el higado
recibe, el cual puede tardar de 10 a 50 afos, en consecuencia, el prondstico no

suele ser alentador y practicamente mas del 95 % de los pacientes mueren a causa
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de este padecimiento. Este cancer se encuentra dentro de los principales tipos y
ocasiona tantas muertes como el cancer de mama o prostata (Nava, 2017).
Actualmente el trasplante de higado es el unico tratamiento disponible para la
insuficiencia hepatica o para algunos casos de hepatocarcinoma (Pellicoro et al.,
2014).

Tratamientos para carcinoma hepatocelular

Las opciones y recomendaciones de tratamiento actuales dependen de varios
factores como el porcentaje de higado afectado por el cancer, la diseminacion del
cancer, el dafo en el area restante del higado sin cancer, las preferencias del
paciente y su estado de salud en general.

Los tratamientos actuales, de acuerdo con ESMO (2014), son los siguientes:

e Cirugia

e Ablacién por radiofrecuencia (RFA)
e Inyeccion percutanea de etanol

¢ Radioterapia

e Tratamientos dirigidos

e Quimioembolizacion

e Terapia dirigida

¢ Inmunoterapia

Actualmente no hay opciones terapéuticas para la prevencion del cancer de higado,
sin embargo, es importante hacer conciencia en la poblacién sobre acciones para
reducir la exposicion a los factores de riesgo, como mejorar la alimentacion, ya que
el 90 % de los nutrientes que consumimos llegan directamente al higado, por lo que
se recomienda consumir mayor cantidad de fibras y vegetales, reducir el consumo

de productos con exceso de grasa, reducir el consumo de alcohol, evitar el
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sobrepeso, practicar ejercicio y prevenir la contaminacion de granos con aflatoxinas
(Secretaria de Salud, 2017). En consecuencia, el estudio del eje higado-intestino

representa un objetivo prometedor para los enfoques preventivos.

Eje higado-intestino

El intestino posee la superficie de revestimiento epitelial mas grande del cuerpo y
funciona como una interfaz entre el medio externo y el medio interno del organismo
(Fasano & Shea, 2005). Esta interfaz se encuentra en relacién directa con el higado

mediante el sistema de la vena porta (figura 3).

Figura 3.- Eje higado-intestino a través del sistema portal.

Dentro del tracto gastrointestinal se alberga un alto y diverso numero de
microorganismos diferentes conocidos como microbiota intestinal. Bacterias,
archeas, hongos, protozoos y los virus cohabitan e interactuan entre si con el
huésped, en particular con células epiteliales e inmunes. Poblaciones de
microorganismos intestinales han logrado una configuracion mas o menos definida
durante la evoluciéon humana, lo que ha facilitado el establecimiento de su relacion

mutualista con el huésped (Sanchez et al., 2017).
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El niumero y la diversidad microbiana ha llamado la atencion de algunos
investigadores que consideran este microambiente como un érgano metabolémico,
un complejo sistema que participa en produccion de vitaminas, degradacion de los
acidos biliares, digestion de nutrientes, inmunidad y junto con la mucosa intestinal
forma una barrera importante contra los patogenos (Abt & Artis, 2009). Este
microambiente intestinal se puede modificar por la administracion de probioticos y

parece jugar un papel importante en el porvenir del desarrollo del dafio hepatico.

Probioticos

Los probidticos son definidos por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) como
microorganismos vivos que cuando son administrados en cantidades adecuadas,
confieren un efecto benéfico a la salud del hospedero (Hill et al., 2014). Los
mecanismos por medio de los cuales ejercen sus beneficios aun no estan
completamente estudiados; sin embargo, se han descrito los siguientes beneficios:
impiden el crecimiento y la union de bacterias patdgenas, mejoran la funcion de la
barrera intestinal, modulan el sistema inmune, inducen citocinas como IL-10 y TGF-
beta y suprimen la sintesis de citocinas proinflamatorias como TNF (Yan et al., 2007;

Rousseaux et al., 2007; Jones and Versalovic, 2009).

Probiéticos y enfermedades del higado

Los probioticos se han propuesto como una opcién de tratamiento en enfermedades
hepaticas por su efecto modulador sobre la microbiota intestinal. En un modelo de
esteatohepatitis no alcohdlica (NASH, por sus siglas en inglés) con roedores, el uso
de probidticos tuvo efectos benéficos, ya que mejoro el cuadro histologico de dano
al parénquima hepatico (Ma et al., 2018; Esposito et al., 2009).

También se ha reportado la prevencion y la mejora de los tratamientos de higado

graso, mediante la administracion de una mezcla de probi6ticos como el llamado
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VSL#3 (Streptococcus thermophilus, Bifdobacterium breve, Bifdobacterium longum,
Bifdobacterium infantis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus paracasei, y Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus) en un modelo
de ratdn con una dieta deficiente de metil-colina (Valeyudham et al., 2009).

Varios trabajos sostienen la hipdtesis de que la manipulacién de la microbiota
intestinal puede contrarrestar los efectos en enfermedades del higado con dietas no
balanceadas, ademas de proporcionar resultados positivos en tratamientos que
representen nuevas opciones terapéuticas para enfermedades hepaticas (Guishuai
et al., 2019).

Dentro de los microorganismos utilizados para contrarrestar las enfermedades del
higado, destacan dos géneros de bacterias, el género Bifidobacterium 'y el género
Lactobacillus. Se ha encontrado que el primero puede proteger y atenuar el dano
en el tejido hepatico, en un modelo animal administrado con D-galactosamina (Fang
et al., 2017).

Otro estudio demostré propiedades anticancerigenas de Bifidobacterium longum, al
ser modificada genéticamente como sistema de entrega para la produccion de
endosatin, un antiangiogénico que ayudo a reducir el tamafo de los tumores de
higado en un modelo animal (Feng et al., 2005). También se ha visto una relacién
entre este género y el aumento de células CD8'T, que son una importante
herramienta contra patdégenos intracelulares, como bacterias o virus, y para la

vigilancia de las células tumorales en pacientes con CHC (Rong et al., 2017).

También, se han utilizado mezclas de probidticos de diferentes géneros en modelos
animales de dafo hepatico, donde la inflamacion y los niveles de la enzima ALT
disminuyen con su administracion (Li et al., 2003), de igual forma las células NK (Ma
et al., 2008), fibrosis y la atenuacion de la acumulacion de grasa en el higado
(Velayudham et al., 2009).

La propuesta del uso de probioticos se ha investigado en modelos animales, pero
también se han realizado estudios en pacientes con enfermedades hepaticas. En
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pacientes con NAFLD, a quienes se les administraron mezclas de cepas de
Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus durante 12 semanas y se
observd una disminucion en enzimas ALT, AST (Kiprich et al., 2007; Aller et al.,
2011), también mejoro la capacidad fagoitica de neutrdéfilos y disminuyo la expresion
de receptores tipo toll 4 (TLR4) (Staldbauer, 2008).

La administracion de probidticos se ha considerado para la mejoria en nifios con
higado graso no alcohdlico (HGNA) este es un padecimiento para el cual, no hay
tratamiento en la poblacion pediatrica, por lo que es una alternativa viable y de bajo
costo (Vajro et al., 2011). Estos estudios sugieren que el administrar probioticos se
ve influenciado el eje intestino-higado a través de la vena porta, sin embargo, es
necesario el disefio de estudios con que se puedan obtener conclusiones mas

acertadas para el empleo de estas bacterias benéficas.

Mecanismos de proteccion mediados por probiéticos ante el

cancer

Los mecanismos precisos por los cuales los probidticos pueden inhibir el cancer son
actualmente desconocidos, sin embargo, se sabe que el microambiente del tracto
intestinal inhibe el crecimiento de patégenos, mejora la capa mucosa y preserva las
células del epitelio intestinal. Estos son mecanismos que disminuyen la hipertension
portal debido a una disminucién del lipopolisacarido en el plasma (Wiest et al.,
1999).

Datos clinicos interesantes en seres humanos muestran como L. rhamnosus LC705
y Propionibacterium freudenreichii pueden llegar a reducir el efecto de la dosis
biolégicamente efectiva de una exposicion a aflatoxinas causantes del CHC (El-
Nezami et al., 2006). Kumar y colaboradores en 2011 estudiaron los cambios en la
expresion génica inducidos por Lactobacillus rhamnosus, donde los genes
asociados al CHC en las ratas tratadas en comparacion con el grupo control tienen
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una menor expresion, ademas de que la frecuencia de tumores en el higado se vio

disminuida.

Algunas cepas de probidticos como L. rhamnosus, pueden unir satisfactoriamente
micotoxinas mediante mecanismos de unién al glutation, esta union es catalizada
por el glutation—S-transferasa. Este reporte demostré que la bioabsorcion de las
micotoxinas y el dafio al ADN disminuyeron; por otro lado, se ha demostrado, que
cepas como B. longum pueden neutralizar aflatoxinas como la AFB1 y AFM1 por
un proceso similar (Haskar et al., 2000).

Otros mecanismos utilizados por los probidticos ante el cancer son:

e La unién de moléculas cancerigenas mediante la conjugacion con glutation.
e Reduccion de especies reactivas de oxigeno.

e Union de moléculas cancerigenas a la pared celular de probiéticos como B.
longum (Orrahge et al., 1994).

e Decremento de enzimas y metabolitos como B-glucosidasa, B-glucuronidasa,
nitrato reductasa y amonio.

e Conversion de acido linoleico a acido linoleico conjugado con propiedades
antitumorales por probiéticos (Ewaschuk et al., 2006).

e Modulacion del sistema inmune (Bakker-Zierikzee et al., 2006).

Aun asi, las evidencias de loe efectos de probiéticos sobre el desarrollo del CHC
aun son pocas, esto debido al complejo desarrollo de la historia natural del cancer.
Dentro de los estudios realizados, ya sea en modelos animales o en pacientes con
enfermedades hepaticas, se puede observar el uso comun del género

Bifidobacterium, por lo que representa una oportunidad de profilaxis.
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Género Bifidobacterium

Las bifidobacterias fueron aisladas por primera vez en 1899 de un lactante sano por
Henri Tissier pediatra del Instituto Pasteur en Francia (Turroni, 2017). Los
microorganismos del género Bifidobacterium son bacilos grampositivos anaerobios
y no formadores de esporas, que pertenecen al phylum Actinobacteria y
originalmente se llamo Bacillus bifidus communis, del latin bifidus, que significa
hendido en dos partes (figura 4). Las principales caracteristicas fenotipicas del
género Bifidobacterium son la produccion de acido lactico y acido acético como los

principales productos de la utilizacidén de glucosa (Danisco, 2008).

Figura 4.- Bifidobacteirum, vista con microscopia de barrido donde se observa la
bifurcaciéon en su morfologia caracteristica de este género. Recuperado de
https://friendlybeast.com.

Dentro de las propiedades benéficas de Bifidobacterium (Picard et al., 2005), se

rescatan las siguientes:

e Mejoramiento del transito intestinal.
e Produccion de acidos grasos de cadena corta.
e Produccién de vitaminas principalmente del complejo B.

e Efectos de barrera.

23



e Produccién de sustancias inhibitorias como bacteriocinas.

e Prevencion de infecciones mediante el bloqueo de sitios de adhesion.
e Estimulacion del sistema inmune.

e Efectos anticancerigenos.

e Modulacion positiva de nitritos, aminas y aminas heterociclicas.

Algunas de las especies del género Bifidobacterium, han sido consideradas como
seguras y adecuadas para el consumo humano, B. longum es parte de la lista de
The inventory of microorganisms whith documented history of use in human Food y
de la calificacion de seguridad por la European Food Safety Autority, asi como
también es considerada como un microorganismo tipo GRAS (Generally
Recognized As Safe) (Fang et al., 2017; Morgensen et al., 2002).

Varias especies de Bifidobacterium se incorporan a las preparaciones probiéticas
en enfermedades hepaticas crénicas, de las cuales se han llevado a cabo algunos

estudios que se mencionan en la tabla 1.
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Tabla 1.-Tratamiento con probioticos del género Bifidobacterium

hepaticas.

Bacteria

B. longum

B. longum

B.
pseudocatenulatum

LI09 y B.
catenulatum LI10

VSL#3

B. lactis
B. bifidum SD6576

B. longum-reactive
Enterococcus

para enfermedades

Referencia
(Malaguarnera et al.,
2012)

Propiedad

Decremento de AST, endotoxinas, y esteatosis.

Inhibe la genotoxicidad de dimetilhidrazina (DHM) en

ensayos de dafo al DNA gastrointestinal. (Vanderhoof, 2001)

Confiere proteccion en el higado, asi como reduccion
el incremento en plasma de M-CSF, MUP-1a y MPC-1
ademas de la translocacion de bacterias

(Fang et al., 2017)

(Velayudham
et al.. 2009)

Previene la induccion de fibrosis, en un tratamiento por
10 semanas

Reduccién de los niveles de ALT, AST en pacientes

pediatricos con HGNA (e e el 205

CD8+ T células fueron asociadas positivamente con la

libre enfermedad después del tiempo de recesidon (Rong et al., 2017)

hiraereactive quirurgica.

Modificacion genética para sistema de entrega del

farmaco endosatin (Feng Fu et al, 2005).

B. longum

El uso de Bifidobacterium, ya sea solo o en conjunto con otros probidticos, ha
demostrado beneficios en las enfermedades hepaticas (tabla 1). Aunque su modo
de accion ante estas enfermedades esta muy poco estudiado, se sabe con certeza
que mediante la administracion de prebidticos se estimula selectivamente el

crecimiento de bifidobacterias en el tracto digestivo.

Prebidticos

La definicién de prebidtico ha cambiado con el tiempo desde su primer concepto en
1921 por Rettger y Cheplin, hasta su actual definicion en consenso por The
International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics (ISAPP) que los
define como: sustrato que es utilizado selectivamente por microorganismos

hospedadores que confieren un beneficio a la salud (Gibson et al., 2017). Este
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término abarca no solo a la microbiota existente en el intestino sino también en otras
partes del cuerpo como la piel y la vagina. Para este trabajo nos enfocaremos en la
estimulacién y alteracion de la microbiota intestinal, los prebidticos utilizados para
este fin son sustancias de la dieta, no digeribles por enzimas de seres humanos que
nutren a ciertos grupos de microorganismos que habitan en el intestino, e inducen
el crecimiento de bacterias benéficas como los lactobacilos y las bifidobacterias
(Corzo et al., 2015), esto afecta de manera positiva al hospedero dadas las
propiedades que ofrecen estos géneros al ambiente intestinal y a la salud del ser

humano.

Estos carbohidratos estan presentes de forma natural en alimentos como la leche y
la miel, asi como en hortalizas, verduras, frutas, cereales, legumbres y frutos secos.
Se obtienen por extraccion directa mediante solubilizacion en agua o soluciones
acuosas (p.ej. inulinas, oligosacaridos de achicoria o soya) y por tratamientos
quimicos (utilizando alcalis o acidos) o enzimaticos, por ejemplo, la hidrélisis
enzimatica de inulina para obtener los fructooligosacaridos (FOS) (Corzo et al.,
2015).

Efectos benéficos de los prebioéticos

Los prebidticos favorecen la absorcion de minerales como el calcio, magnesio, zinc
y el hierro, debido a su capacidad de unirse a estos minerales. De este modo, su
absorcion en el intestino delgado alcanza el colon donde son liberados y
posteriormente absorbidos (Manning & Gibson, 2004). Asimismo, contribuyen a la
regulacion de azucar en la sangre, el decremento de enzimas como la alaninoamino
transferasa en enfermedades del higado graso, la transformacién en acidos grasos
de cadena corta como butirato, propionato, etc. (Corzo et al., 2015). Por lo que, en
la actualidad, los consumidores y las organizaciones internacionales han adoptado
estrategias con el fin de cambiar costumbres alimentarias y adquirir nuevas, que
sean saludables e involucrar valores agregados a los alimentos también llamados
alimentos funcionales con el uso de prebidticos (Castillo et al., 2016). La inulina es

uno de los principales prebioticos que se utilizan en estos alimentos funcionales, ya
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sea como sustituto de grasa, azucar o modificador de la textura a nivel sensorial y

por supuesto como prebiotico (Castillo et al., 2016).

Inulina

La inulina es un prebidtico formado por oligosacaridos y polisacaridos, en los que el
grado de polimerizacién varia de 2 a 65 unidades monoméricas con un valor medio
de 10 y con una estructura mayoritaria de glucosa-fructosa (GFn). También puede
contener una cantidad menor de estructuras fructosa-fructosa (FF») (figura 5) (Van
de Wiele et al., 2006).

El reconocimiento de la inulina como ingrediente tipo GRAS (Generally Recognized
as Safe) en la unién americana y como FOSHU (Foods of Specified Health Use) en
paises como Japon, ha permitido que actualmente se utilice sin restricciones en un
gran numero de alimentos como yogures, bebidas, barras de cereales, galletas y

formando parte de alimentos simbioticos.

Figura 5.- Estructura quimica de la inulina: con una molécula terminal de glucosa (B-D glucopiranosil)
(A), con una molécula terminal de fructosa (B-D fructopiranosil) (B). En los circulos azules se
observan las glucosas unidas por los grupos hidroxilo del carbono 1 en posicién beta.
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La mayoria de los efectos benéficos atribuidos a los prebidticos se asocian con un
optimo metabolismo en el colon, aumento o cambio en la composicion de los acidos
grasos de cadena corta (acetato, propionato y butirato), reduccion del pH del colon
luminal, disminucion en los productos finales nitrogenados y enzimas reductoras,
mayor expresion de proteinas de union y de ciertos biomarcadores del metabolismo
de lipidos y minerales, asi como la modulacion del sistema inmune (Kelly, 2009;
Qiang et al., 2009).

Los principales beneficios de la inulina estan estrechamente ligados con el efecto
bifidogénico, ya que se observa un aumento de bifidobacterias que ayudan en la
inhibicion de cepas bacterianas patdogenas, mejora la respuesta inmune, ayuda al
metabolismo de lipidos, adsorcion de minerales, control de obesidad y desordenes
metabdlicos, prevencion de cancer de colon, mejora la motilidad intestinal,
capacidad de inhibir acciones enzimaticas bacterianas como las de la -glucosidasa
y la B-glucuronidasa (Verma & Shukla, 2013; Saad et al., 2013; Rasool et al., 2016).

Estos beneficios se ven incrementados cuando el prebiotico y el probidtico trabajan
en conjunto formando un complejo simbidtico, que, en este caso, es un efecto

especifico de la inulina en la estimulacion del crecimiento de las bifidobacterias.

Complejo Simbiético

La microbiota intestinal tiene la propiedad de cambiar su composicidon mediante la
administracion de microorganismos como los probidticos o de substratos como los
prebioticos. Los segundos son usados por los microorganismos propios del huésped
o que han sido administrados como probidticos en una suplementacion dietética o
como tratamiento para una enfermedad y de este modo mejorar sus propiedades
benéficas. De estas posibilidades de alterar la composicion de la microbiota surge
el término simbidtico que es definido como “Una mezcla que comprende
microorganismos vivos y sustrato (s) utilizados selectivamente por microorganismos

hospedadores que confiere un beneficio para la salud del huésped” (Swanson et al.,
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2020). El uso de una mezcla de probidticos mas prebidticos provee ventajas ya que
los sustratos estan biodisponibles para las bacterias, el efecto benéfico que
producen de manera individual se obtiene a concentraciones mas bajas de las
administradas por separado. En este trabajo se utiliza una mezcla simbiética que
puede ser catalogada por la ISAPP como una mezcla sinérgica simbi6tica ya que el
prebiotico administrado que en este caso es la inulina es especifica para el
probiotico coadministrado, las bifidobacterias, ambos componentes cumplen los
requisitos establecidos para ser considerados como simbiético.

Modelos Experimentales

Antes de que nuevos tratamientos sean probados en seres humanos, se deben
pasar por fases anteriores mediante el uso de animales de laboratorio, mas
comunmente conocida como experimentacion preclinica. La interpretacién de los
resultados y la extrapolacion de una especie a otra, dependen del modelo
experimental utilizado, la idea es que no existe un modelo perfectamente
extrapolable al hombre (Fernandez, 2012), por lo que los modelos experimentales
son sistemas biolégicos que reproducen caracteristicas fenotipicas, fisioldgicas y
patoldgicas del ser humano.

Existen diferentes modelos de hepatocarcinogénesis, entre los que podemos
encontrar los modelos de xenoinjertos, que consisten en la inyeccion subcutanea
de células tumorales en un raton inmunodeprimido, sin embargo, tienen como
desventaja que la ausencia de la respuesta inmunitaria del huésped impide evaluar
el papel del microambiente que rodea el tumor. Otros modelos son los que utilizan
animales modificados genéticamente; sin embargo, estos modelos tienen una
complejidad implicita en su desarrollo, su costo es elevado y tiempo de obtencién
suele ser muy largo. Un tercer modelo de hepatocarcinogénesis es el inducido por
carcinogenos; los agentes toxicos empleados de forma mas comun para la
induccién del CHC son la DEN vy la tioacetamida, que pueden ser administrados en

conjunto con el tetracloruro de carbono (CClg) lo que ha conseguido generar CHC
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en el ratén, la rata, el conejo, y otros animales, en un periodo de induccién tumoral

relativamente corto que va desde 4 a 12 meses, (Alsinet et al., 2009).

En este trabajo se optd por utilizar un modelo de CHC inducido mediante la
administracion de un carcindbgeno quimico, con este modelo el CHC se desarrolla
en un periodo de 18 semanas y presenta caracteristicas muy similares a las que se
observan en el ser humano (Schiffer et al., 2005)

El modelo animal de hepatocarcinogénesis de Schiffer

Es un modelo de hepatocarcinogénesis quimica basado en la exposicidn crénica de
DEN a una dosis de 50 mg/kg via intraperitoneal, lo que reproduce la progresion del
dafio hepatico crénico a través de las etapas de fibrosis y cirrosis, hasta alcanzar la
formacion de CHC en un periodo de 18 semanas, que incluyen 16 de tratamiento y
2 de descanso (figura 6), lo cual lo convierte en un modelo muy eficiente si
consideramos que en el desarrollo del CHC en el ser humano puede tomar desde
10 hasta 50 afios (Schiffer et al., 2005).

En las ratas sometidas a este protocolo de administracion de DEN, la cirrosis se
desarrolla después de una administracion a corto plazo (12 semanas), la cual es
evidente en un examen macroscopico del higado y se ha confirmado por analisis
histopatoldgicos. Por otra parte, los nodulos de CHC surgen a partir de los higados
con cirrosis después de una administracion de la DEN por 16 semanas, donde se
observaron en la superficie del tejido nédulos malignos, que se manifiestan como
lesiones de aspecto dismorfico o discromico, de diferentes tamafios y son
detectados tanto histopatologicamente como con la identificacion de marcadores
con el uso de marcadores como la proteina gamma glutamil-transferasa, con la cual
se pueden distinguir las lesiones preneoplasicas del tejido sano a través de un
precipitado que se observa en gradientes de color rojo (Torres et al., 2014)..
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Figura 6.- Disefio experimental del modelo de Schiffer y colaboradores, en el que las flechas
verticales representan las inyecciones de DEN via intraperitoneal y las flechas horizontales
representan la evolucion de la patologia (Schiffer et al., 2005).

Gamma glutamil transferasa

También llamada gamma glutamiltranspeptidasa (GGT), es una glicoproteina
heterodimérica unida a la membrana plasmatica que desempefa una funcion
fundamental en el metabolismo del glutation y el transporte de aminoacidos. La
actividad de la GGT proviene principalmente del higado, por lo que es muy utilizada
para detectar la disfuncion hepatica, estrés oxidativo e inflamacion (Okada et al.,
2006); su expresion distintiva se puede demostrar por histoquimica de la actividad
de GGT, usando y-glutamil-4-metoxi-2-naftilamida (GMNA) como sustrato sintético,
glicilglicina como la molécula aceptora y Fast Blue BBN como el cromdgeno en una
reacciéon de acoplamiento. La GGT se utiliza como un marcador tumoral en la
carcinogénesis hepatica experimental en la rata, donde se distinguen focos de
hepatocitos alterados, nédulos displasicos y CHC (Torres et al., 2014).
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Técnicas histologicas

La histologia definida como la ciencia de los tejidos organicos es comunmente
considerada como una rama de la biologia, que estudia la estructura de los tejidos
que constituyen las plantas y los animales. En el campo de la histologia se han
desarrollado una serie de técnicas que permiten preparar a las muestras para
conferirles condiciones Optimas que permitan observar, examinar y analizar sus
componentes morfologicos a traveés de diferentes tipos de colorantes, ya sean de
naturaleza acida o basica que en diversos sistemas de microscopia nos ayuda a

observar los tejidos de interés (Salazar & Moreno, 2016).

La mayoria de las células y matrices extracelulares de los tejidos y 6rganos
humanos son incoloras, las caracteristicas morfolégicas de los tejidos de interés
pueden ser examinadas con el microscopio éptico cuando son tefidas de forma
diferenciada mediante una serie de colorantes. Los colorantes son sustancias
capaces de unirse de manera mas o menos especifica a las estructuras de los
tejidos con un color especifico, debido a que los tejidos poseen la propiedad de

incorporar y fijar sustancias coloreadas.

Generalmente se combina mas de un colorante, la tincion de hematoxilina-eosina
es la mas comunmente utilizada en histologia y es esencial para reconocer diversos
tipos de tejidos y cambios morfoldégicos que forman la base de los diagnosticos

médicos.

Tincion de hematoxilina-eosina

La tincion se utiliza rutinariamente en los laboratorios de histopatologia, ya que
proporciona al patélogo/investigador una vision muy detallada del tejido. Esta
informacion es a menudo suficiente para permitir un diagndstico de enfermedad
basado en la organizacién de las células y también muestra cualquier anormalidad

o indicadores particulares en las células.
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Se basa en dos etapas, la primera es una tincion nuclear por un colorante basico
(hematoxilina) y la segunda es una tincion citoplasmatica por un colorante acido,
conocido como eosina (figura 7). La hematoxilina en combinacién con sales de
aluminio, hierro o cromo, forma un colorante activo; la hemateina, formada por
oxidacion de la hematoxilina, se usa como colorante nuclear, tiiendo los nucleos de
color azul/negro que aporta un buen detalle de los mismos. Por tal motivo, se suele
usar junto con un colorante citoplasmatico, generalmente la eosina, que aporta una
coloracién rosada, para obtener asi un buen contraste de las preparaciones

microscopicas para facilitar su observacion (Santos, 2017).

Figura 7.- Seccion de corte histolégico de higado, visto con el objetivo 10x en el cual se pueden
apreciar los nucleos de color azul (eosina) y el citoplasma de color rosado (hematoxilina).

Tincion tricromica de Masson

Esta técnica diferencia varias el nucleo, el citoplasma y el tejido conjuntivo de las
células mediante tres colorantes distintos (Verdi et al., 2013). El tejido conjuntivo
esta compuesto por colageno tipo 1, que con la ayuda de esta técnica, se observa
de color azul bajo el lente del microscopio como se muestra en la figura 8. Todas

las técnicas para tincion de fibras de colageno se agrupan clasicamente bajo la
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denominacion de coloraciones tricromicas, tifien el colageno de tipo | que compone

las gruesas fibras de colageno existentes en los espacios extracelulares.

Las fibras de colageno son los elementos mas frecuentes hallados en el tejido
conjuntivo, tienen una funcion basica de soporte y son sintetizadas por multiples
elementos celulares del organismo, entre los que destacan los fibroblastos, que se
encuentran aumentados cuando hay dafo en el tejido hepatico como la hipertension
portal, que es un elemento principal en el desarrollo del CHC y que rodean a los
nodulos hepaticos (Paramo et al., 2010).

Figura 8.- Corte histologico de un higado tomado con el objetivo 20x. Se puede observar
la formacion de fibrosis por colageno de color azul alrededor de una lesion causada por el
carcindbgeno DEN.
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Planteamiento del problema

El carcinoma hepatocelular es una causa de mortalidad que ocupa el tercer lugar a
nivel mundial y su deteccion se lleva a cabo en etapas avanzadas de su desarrollo
donde el indice de mortalidad es de casi el 100 %. Existen nuevas alternativas de
profilaxis que incluyen el uso de probidticos, por lo que se propone determinar la
influencia de la administracién de Bifidobacterium sp. en combinacion con inulina,
en el desarrollo del CHC inducido por un modelo de hepatocarcinogénesis quimica

en la rata.

Hipotesis

Considerando las capacidades hepatoprotectoras de algunos probioticos, la
administracién de un simbidtico: Bifidobacterium sp., en combinacidén con inulina,

disminuira la formacion de nédulos en el modelo de hepatocarcinogeneisis.
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Objetivo general

Estudiar el efecto de la administracién de bifidobacterias en combinaciéon con un
prebiotico en la induccidn de ndédulos en un modelo de hepatocarcinogénesis

quimica en ratas Wistar.

Objetivos particulares
» Obtener cultivos de Bifidobacterium sp., con una alta densidad celular.

* Inducir la hepatocarcinogénesis con el carcindgeno dietil-nitrosamina en

animales de experimentacion utilizando el modelo de Schiffer.

* Evaluar el efecto de la administracion de Bifidobacterium sp., sobre el

desarrollo de nédulos en el modelo experimental de Schiffer.

 Evaluar el efecto de la administracion de inulina sobre el desarrollo de

nodulos en el modelo experimental de Schiffer.

* Determinar el numero de nédulos positivos al marcador de tumor, GGT, en

los tratamientos experimentales.

« Determinar el nivel de dafo al tejido hepatico causado por el carcindbgeno en
los animales de experimentacidn a través de analisis histopatoldgicos.
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Metodologia.

Microorganismo, medio y condiciones de cultivo

Se utilizé Bifidobacterium sp., el cual fue cultivado en medio MRS (Difco) con 0.5 %
de HCI-Cisteina (MRS-C). Los medios de cultivo se prepararon en condiciones
anaerobias inyectando CO: puro para desplazar el oxigeno presente,
inmediatamente después, los viales se cerraron herméticamente con tapén de hule
y arillo de metal, se esterilizaron en una autoclave a 15 Ib/in? durante 15 min. Los
cultivos se incubaron a 37 °C con una agitacion constante de 180 rpm.

Se tomo un vial con el microorganismo conservado a -80 °C, éste se descongelo y
se centrifugo a 10,000 rpm durante 10 min. Para eliminar el exceso de glicerol, el
paquete celular se lavd con solucion salina fisioldgica (SSF) y se resuspendié con
1 mL de medio MRS-C con lo cual se inocularon 40 mL del mismo medio, éste se
incubo toda la noche en las condiciones anteriormente descritas. Este cultivo sirvid

como indculo para el estudio.

Preparacién de las bacterias para administrar

Se inocularon 200 mL de medio MRS-C con 20 mL del cultivo y se incubd 48 h para
obtener una alta densidad celular. El cultivo se centrifugd a 8,000 rpm durante 20
min a 4 °C y se lavo 2 veces con SSF para después agregar una solucién de glicerol
al 20 % y se guardo en congelacion con la finalidad de conservar la integridad de
las bacterias hasta administrar a las ratas. A esta suspension se le evalud la
viabilidad para calcular la concentracién de bacterias a administrar.
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Viabilidad de Bifidobacterium sp.

La viabilidad del microorganismo se analizé por la técnica de cuenta en placa, para
lo cual se realizaron diluciones decimales seriadas en microtubos estériles de 1.5
mL que contenian 900 uL de SSF y fueron rotulados: [10-"], [102], [10%], [104], [10
5, [10], [1077], [10€]. Al primer tubo se agregaron 100 L de la muestra a analizar
y a partir de éste se inicio la dilucién seriada hasta el Gltimo tubo [10°8].

Se sembraron por triplicado 3 pL de cada dilucidn en cajas Petri con medio MRS-C
y se incubaron en anaerobiosis en una jarra GasPak® a 37°C durante 72 h. Se
contaron las colonias y se calculd la concentracion de bifidobacterias para
administrar 1X10° UFC/rata.

Tratamiento experimental en animales de laboratorio

Se utilizaron 50 ratas Wistar macho, con un peso promedio de 200 g proporcionadas
por la UPEAL-X. Los animales se distribuyeron en 6 grupos con n=6 cada uno y dos
grupos con n=7 (tabla 2).
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Grupo
Experimental

Tratamiento

Sin tratamiento

Control Positivo

Probiodtico

Prebiodtico

Probidtico mas
Prebiodtico

Probidtico mas
DEN

Prebidtico mas
DEN

Probiotico mas
prebidtico mas
DEN

Clave

Ctrl. Neg.
Ctrl. Pos.
Pro
Pre

Pro + Pre

Pro + DEN

Pre + DEN

Pro + Pre +
DEN

Tabla 2.- Relacion, claves y dosis de los grupos experimentales.

Dosis

DEN (50 mg/kg)
1X10° bacterias/rata
Inulina (150 mg/Kg)

1X10° bacterias/rata
+

Inulina (150 mg/Kg)

1X10° bacterias/rata
+

DEN (50 mg/kg)
Inulina (150 mg/Kg)
+
DEN (50 mg/kg)

1X10° bacterias/rata
+

Inulina (150 mg/Kg)
+

DEN (50 mg/kg)

Numero
de ratas
Wistar

El tratamiento para inducir CHC correspondié al modelo original de Schiffer, con la

administracion intraperitoneal de DEN en una dosis de 50 mg/kg por semana

(Schiffer et al., 2005). Por otra parte, el tratamiento con probidticos consistio en la

administracion intragastrica de 0.5 mL a una concentracion de 1X10° bacterias cada

tercer dia con la ayuda de una canula. La inulina fue administrada de la misma forma

que las bacterias (0.5 mL) en una concentracion de 150 mg/Kg.

Los animales fueron mantenidos en ciclos diarios de luz/obscuridad de 12 h y

temperatura controlada, con alimento y agua esterilizada ad libitum. El peso de cada

animal fue registrado una vez por semana.
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Obtencion de las muestras

La eutanasia de las ratas se llevo a cabo a las 18 semanas de tratamiento, mediante
la anestesia con la inhalacion de isoflurano. Una vez anestesiadas, las ratas fueron
disectadas para en primera instancia, obtener muestra de sangre directamente del
corazon. Inmediatamente después se obtuvo el higado, mismo que fue lavado con
solucidn salina fisiologica y posteriormente pesado. Se anotaron las observaciones
generales del animal, la apariencia del higado y su peso.

Posteriormente, el higado se cortd en pequefos trozos para ser adheridos a un
corcho por medio del adherente Tissue Tek®, se congeldé inmediatamente en 2-
metilbutano y se conservaron a -80 °C. Un trozo de higado se colocé en una solucién
de formalina al 4 % para posteriormente ser embebido en parafina en el Laboratorio
de Histologia del Instituto Nacional de Medicina Genomica (INMEGEN).
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Histoquimica de la GGT

Para realizar esta prueba, se utilizé el higado adherido a los corchos, con el cual se
realizaron cortes con un grosor de 20 ym en un criostato (Leica, CM 1520). Para
determinar las lesiones GGT positivas, el corte histolégico se fijé a una laminilla de
vidrio con acetona a - 20°C durante 5 min. Se adiciono la mezcla de reaccion: [glicil-
glicina, y-glutamil-4-methoxi-2- naftilamida (GMNA), fast-blue] a la laminilla,
incubandola a temperatura ambiente durante 15 minutos, para después agregar
CuSO04 0.1 M, durante 5 minutos a temperatura ambiente. Una vez llevada a cabo
la reaccidn, las laminillas se escanearon para cuantificar las lesiones en el tejido

utilizando el programa Biophotonics Image J.

Hematoxilina y eosina

Esta tincidn se llevo a cabo utilizando un corte del tejido embebido en parafina, para
lo cual se eliminé la parafina del tejido por calor en una estufa a 60°C y el tejido fue
procesado con un protocolo de tincion introduciendo el tejido en hematoxilina/eosina
durante 3 o 4 minutos, se realizaron los lavados correspondientes y posteriormente

se observaron las laminillas en el microscopio.

Tricromica de Masson

Se llevo a cabo un proceso de desparafincion en una estufa a 60 °C, posteriormente
una hidratacion con etanol y se agregaron los colorantes hematoxilina de Harris
durante 5 minutos, Fucsina de Ponceau por 5 minutos y Orange G durante 5
minutos. Posteriormente se sumergio en azul de anilina por 10 minutos y se lavo

con agua y etanol.
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Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis de normalidad para los datos con la prueba de Shapiro-Wilks,
y se realizd el analisis de varianza (ANOVA) de una via asi como la prueba de
Kruskal-wallis, tomando como variable independiente el tiempo. Y como variables
dependientes el peso de la rata, el peso del higado en relacidon con el peso de la
rata, el numero de ndédulos, el tamano del nédulo mas grande y el porcentaje de
dafio total. Se realizaron multiples comparaciones de todos los grupos
experimentales, para determinar las posibles diferencias significativas con la prueba
estadistica de Tuckey y U de Mann-Whitney con valores de P <0.05 (*), P <0.01 (**),
P <0.001 (***) y P <0.0001 (****).
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Resultados

Crecimiento bacteriano

La cepa de Bifidobacterium sp., fue descongelada a temperatura ambiente y
centrifugada, eliminando el sobrenadante; se le realizé tincién de Gram y se observo
su morfologia en el microscopio. Posteriormente, la cepa fue inoculada en medio
MRS-C. El cultivo fue incubado durante 48 horas; para conocer la concentraciéon
bacteriana (UFC/mL), se llevaron a cabo diluciones decimales seriadas: [107"], [10
2], [10%], [104], [10®], [106], [10°7], [10°®], de las cuales fueron inoculados 3 uL en
agar MRS con la ayuda de una micropipeta, la placa fue dividida en cuadrantes,
como se observa en la figura 9. Para cada experimento, se eligio la dilucién donde
se podian contar las colonias y se calculd la concentracion de bacterias en UFC/mL

para la administracion de las ratas.

Figura 9.- Caja de Petri dividida por cuadrantes para el conteo de UFC de Bifidobacterium
sp., en agar MRS.
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Tratamiento experimental en animales de laboratorio

El modelo experimental utilizado en este trabajo se baso en la administracion de la
DEN en una dosis semanal de 50 mg / kg, lo que induce tanto la etilacién extensa
del ADN del higado, como la necrosis celular, resultando en la generacion de
hepatocitos iniciados que eventualmente conducen al CHC (Tolba et al., 2015). Este
modelo descrito por Schiffer y colaboradores en el 2005, brinda la ventaja de
reproducir la historia natural de dafio hepatico producido a partir de la aparicion de
la cirrosis al CHC en un tiempo de 18 semanas, que incluyen 16 de administracién
y 2 de descanso. Con el propdsito de evitar la influencia hormonal del ciclo
reproductivo, las ratas que se utilizaron fueron macho, de la clase Wistar,
proporcionadas por la UPEAL-X y fueron rotuladas con plumén indeleble en sus

colas para ubicar su numero, como se muestra en la figura 10.

Figura 10.- Ratas Wistar proporcionadas por UPEAL-X.
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Las ratas fueron dividas en grupos experimentales (figura 11) y administradas via
intragastrica con el tratamiento correspondiente, de acuerdo al grupo experimental

al que pertenecen.

=

‘ ] i g
. R

Figura 11.- Grupos de las ratas tratadas en este trabajo: control negativo (Ctrl. Neg.),
probidtico (Pro), prebiético (Pre), probiético mas prebidtico (Pro + Pre), control positivo (Ctrl.
Pos.), probiodtico mas DEN (Pro + DEN), prebiotico mas DEN (Pre + DEN) y probiético mas
prebidtico mas DEN (Pro + Pre + DEN).

Control de peso semanal de los grupos experimentales

Se llevo acabo el control de los pesos corporales de las ratas durante el tiempo de
la administracion, en el que se pesaba a las ratas por grupo con ayuda de una
bascula. Se registré su peso semanalmente como se muestra en las figuras 12 y
13.
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Figura 12.- Pesos de las ratas de los grupos sin carcindgeno durante 18 semanas: control
negativo (Ctrl. Neg.), probiotico (Pro), prebidtico (Pre), probidtico mas prebidtico (Pro + Pre).

En la figura 12 se puede apreciar que durante las 18 semanas, la variacién de peso
entre los grupos a los cuales les fue administrado el probidtico, prebidtico y al que
no se le administré ningun tipo de tratamiento (Ctrl. Neg.), se observé que no hay
una diferencia estadistica que indique que la administracién de los tratamientos Pro,
Pre y Pro + Pre pueda influir en el peso de las ratas. Es de suma importancia en
oncologia hacer esta referencia al cambio de peso que se ha producido con
respecto al habitual, en este caso utilizando como referencia el grupo control y su
evolucion en el tiempo para poder observar algun trastorno nutricional en la

administracion de los tratamientos.
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Figura 13.- Pesos de las ratas en los grupos administrados con DEN: Control negativo (Ctrl.
Neg.), control positivo (Ctrl. Pos.) probiético mas DEN (Pro + DEN), prebidtico mas DEN
(Pre + DEN), probiético mas prebidtico mas DEN (Pro + Pre + DEN).

La enfermedad y la nutricion estan intimamente relacionadas, de modo tal que,
mientras la enfermedad puede causar desnutricion, ésta a su vez, puede influir
negativamente en la enfermedad, como se observa en los grupos administrados con
DEN que desarrollaron hepatocarcinoma. En la figura 13, los grupos administrados
con el carcinégeno a comparacion del grupo control negativo, la ganancia del peso
corporal al final del tratamiento fue menor, esta tendencia fue mayor en el grupo

probiotico mas prebiotico mas DEN, seguido del grupo prebiotico mas DEN.

En el grupo control positivo se puede observar una tendencia similar al grupo control
negativo al comienzo de la semana 13 que supera a los demas tratamientos que
presentaron disminucién de peso, que se puede atribuir al estrés provocado por las
diferentes administraciones con canula que se llevaron a cabo en los demas grupos
a los que se les administré los tratamientos, o que provocd molestias al momento

de ingerir su alimento.

Para ello se llevo a cabo un analisis de varianza (ANOVA) donde no se encontro
alguna diferencia estadistica significativa, mas sin embargo, se observdé una
tendencia en la disminucion de peso en las ratas administradas con DEN, una

caracteristica propia del modelo debido a la toxicidad del DEN, el control positivo y
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el control negativo presenta un peso similar al final del tratamiento, esta tendencia
es atribuida a que la relacion del peso del higado no es la misma en la cual un
porcentaje mas grande se presento en el control positivo como se observa en la

figura 16.

Observacion macroscépica de los higados

Los higados fueron extraidos, pesados y observados, se tomé evidencia mediante
fotografias. Los higados fueron previamente etiquetados con el numero de la rata,

el peso de la rata, el peso del higado y la fecha de sacrificio.

Figura 14.- Representacion macroscoépica de higados de los grupos sin carcinégeno: a)
control negativo (Ctrl. Neg.), b) probiotico (Pro), c) prebiotico (Pre), d) probiético mas
prebidtico (Pro + Pre)

En la figura 14 se observan los higados pertenecientes a los grupos con tratamiento
sin carcindégeno, la apariencia es de higados sanos con respecto al control negativo,
ya que no presentan dafio tomando en cuenta el color y textura del tejido que es de

un color marrén rojizo con su superficie lisa en contraste con los higados de los
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grupos que fueron administrados con DEN (figura 15), donde se puede observar un
tejido de aspecto rugoso con ligera pérdida de color y la formacion de tumores y
nodulos caracteristicos en el CHC por la administracion de DEN. Se observa la
presencia de lesiones nodulares en forma de perlas color blanco de diferentes
tamanfos y también que en comparacion con el control positivo (que presento la
lesion mas grande), los nédulos en los grupos con el tratamiento son de menor
tamano, ademas de la apariencia casi normal del tejido en el grupo probidtico mas
prebidtico mas DEN (figura 4d).

Figura 15- Representacion macroscépica de higados de los grupos administrados con
DEN. a) Control positivo (Ctrl. Pos.); b) Probiético mas DEN (Pro + DEN); c) Prebidtico mas
DEN (Pre + DEN); Probidtico mas prebidtico mas DEN (Pro + PRE + DEN).

Lo anterior sugiere un efecto preventivo en relacion con el desarrollo nodular y la
formacién de tumores que dafian la funcién del higado por la pérdida de tejido sano.
Tomando en cuenta que las lesiones hepaticas afectan el peso relativo del higado,
se llevd a cabo un analisis del peso del higado con relacion al peso de la rata por

grupo experimental como se muestra en la siguiente seccion.
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Relacion del peso del higado en relacion con el peso de los
animales.

Los higados extraidos de las ratas se pesaron individualmente, se calculo el peso
relativo del higado tomando en cuenta el peso de las ratas en relacion con el peso
del higado en forma de porcentaje. Se observaron diferentes tendencias de esta
relacion de peso en cada grupo, este analisis se representa mediante la siguiente
grafica (figura 16).

Peso relativo del higado(%)
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Figura 16.- Medias del peso relativo del higado de los animales sometidos a los diferentes
tratamientos. Control negativo (Ctrl. Neg.), probiodtico (Pro), prebiotico (Pre), probidtico mas
prebiotico (Pro mas PRE), control positivo (Ctrl. Pos.), probiético mas DEN (Pro + DEN), prebidtico
mas DEN (Pre + DEN), probidtico mas prebiotico mas DEN (Pro + PRE + DEN).

En esta grafica de barras se muestra la relacion de peso del higado respecto al peso
de la rata de cada grupo nombrado mediante la asignacion de claves mencionadas

anteriormente. Se observa que todos los grupos administrados con el carcinégeno
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tienen un mayor porcentaje en comparacion con los grupos de tratamiento, tomando
en cuenta las graficas de peso (figuras 12 y 13), las cuales no muestran una

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

Los resultados indican que el peso de los higados en los grupos con carcinbgeno
es mas grande a diferencia de los otros grupos. Para determinar un cambio
cuantificable se realiz6 un analisis estadistico (ANOVA) y una prueba pos hoc
(prueba de Tuckey) para determinar la influencia de los tratamientos. Con los que
se observo una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos control
negativo y control positivo con un valor de p = 0.0304., y entre el control negativo y
el grupo de probidtico mas DEN con un valor de p<0.001, el DEN ademas de ser un
factor principal para el desarrollo de HCC, también tiene implicaciones en el
estdbmago y el colon, este ultimo donde residen las bifidobacterias. Este ambiente
de estrés sugiere una disbiosis que conlleva a la permeabilidad de moléculas que
producen un dano hepatico como los lipopolisacaridos que también provienen

también de las bifidobacterias.

Los grupos administrados con DEN mostraron una relacion del 4 % de higado/peso
corporal, esto debido a la formacion de daino fibrosos y nédulos que se detecto
mediante el marcador GGT como se muestra en la figura 17 y a la tendencia de
mayor porcentaje solo en los grupos con DEN. En todos los grupos que no llevaron
el DEN, se presentd un porcentaje higado/peso de las ratas menor del 3 %, en los
que el grupo administrado exclusivamente con el prebidtico (inulina) presento la
relacion mas baja de todos los grupos, lo que nos lleva a pensar de las propiedades
de la inulina como es la reduccion del peso debido la estimulacion de la motilidad
intestinal asi como a la poca bioabsorcién de lipidos que son excretados por medio
de las heces, también incluye una reduccion en el tamafio del higado como se ha
visto en estudios (Kumar et al., 2016). El grupo al que le fue administrado el
probiotico y prebidtico + DEN presentd una tendencia promedio y casi similar al
mismo grupo sin la administracion del carcinégeno, lo que se les atribuye a las

propiedades de la mezcla sinérgica simbidtica.
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Posteriormente se realizaron cortes histolégicos de todos los higados por cada
animal y mediante técnicas histoquimicas como la reaccién enzimatica de la gama

glutamil transferasa, se realizo el analisis que se presenta a continuacion.

Histoquimica de la gamma glutamil transferasa

Con los resultados obtenidos se observé macroscopicamente que la influencia de
la administracion de los tratamientos Pro, Pre y Pro + Pre no generd alguna reaccion
adversa. Para asegurar que los tratamientos no representan dano al tejido, se
analizo la histoquimica de la (GGT, una enzima que se encuentra localizada en la
membrana de diferentes células del higado y funciona como un buen marcador de
dafio hepatico. Este analisis se realizé en cortes histolégicos de 20 ym de grosor
obtenidos con un criostato, de cada uno de los higados obtenidos, en las que se

llevo a cabo el ensayo de la GGT.

Figura 17.- Laminilla con tres cortes de higado del grupo: probiético mas prebiodtico (Pro + PRE). La
parte superior de la laminilla corresponde a una muestra control positivo (Tratamiento con DEN,

actividad GGT positiva) encerrada en rojo.
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La figura 17 es una imagen representativa de todas las muestras de los grupos sin
carcinogeno, representa los cortes de una seccion de higado del grupo Pro + Pre,
en la parte superior se encuentra un corte de higado tratado con DEN como control
para asegurar que la reaccion enzimatica se llevo acabo. Se puede observar en la
laminilla que en los tejidos de higado de animales con tratamiento y sin DEN no hay
un cambio de coloracion como en los cortes superiores indicativos de dafio al tejido,
por lo que los tratamientos no presentaron actividad de la enzima GGT,
asegurandonos asi, que la administracién de probidticos y prebioticos no generaron
efectos adversos al tejido hepatico.

En la figura 18, se muestra una imagen representativa de la histoquimica de la GGT
de los grupos con DEN. Esta figura corresponde al grupo con tratamiento Pro + Pre
+ DEN, se muestra de color rojo la formacion de lesiones y nédulos. Para evaluar
cuantitativamente la formacion de estos nodulos, se llevd a cabo el analisis
mediante un programa informatico, que permitié cuantificar el numero de nédulos
por cm? (figura 19), el area total afectada de cada corte, con la obtencion del conteo
de nddulos totales y la obtencion de los diametros de cada nédulo, se graficaron los
datos con ayuda del paquete estadistico Graph Pad Prism como se muestra en las

siguientes graficas.
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Pro + Pre + DEN

——  Control positivo

Triplicado

Figura 18.- Histoquimica de GGT en cortes de higado del grupo Pro + Pre+ DEN. El control positivo

corresponde a un corte del grupo DEN.

Los cortes fueron obtenidos de diferentes I6bulos de higado, mediante la ayuda del
micrétomo para poder presentar un analisis integral hepatico, por lo que cada corte

diferia en tamaro y forma.

En la figura 19 se representa el numero de nédulos que se encuentra en una zona
de 1 cm? por corte, donde el grupo Pro + Pre + DEN presentoé el mayor nimero de
nodulos; en contraste del grupo Pre + DEN donde se encontré el menor numero de
nodulos. Un analisis estadistico permiti6 encontrar diferencia estadisticamente
significativa con valor de p = 0.001, para los grupos Pro+Pre + DEN y el grupo Crtl
Pos.
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Figura 19.- Numero de nédulos por cm?. Probidtico mas prebidtico mas DEN (Pro + Pre + DEN),
Probidtico mas DEN (Pro + DEN), Prebiotico mas DEN (Pre + DEN), Control positivo (Crtl. Pos.).

Con el uso del programa Image J, fue posible obtener mediante el contraste de
coloracion, el porcentaje de areas GGT positivas seleccionadas en cada imagen.
En la grafica siguiente (figura 20) se puede observar el porcentaje total de tejido

dafado por area total en cada corte.
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Figura 20.- Porcentaje total de area GGT positiva. a) control positivo (Ctrl. Pos.) b) probidtico mas
DEN (Pro + DEN), c) prebiotico mas DEN (Pre + DEN), probidtico mas prebiotico mas DEN (Pro +
PRE + DEN).

En graficas de la figura 20 se observa que en los grupos Pro + Pre + DEN y Pre +
DEN se encuentran por debajo del porcentaje presentado en el control positivo,
indicando una tendencia a disminuir el dafio causado por el DEN. Esto sugiere un
papel muy importante en la administracion de inulina, que, aunque no muestra una
diferencia estadisticamente significativa, el porcentaje de dafio fue menor en

comparacion con el control positivo.

El tamano de los nédulos es un factor importante en el desarrollo del CHC, por lo
que la influencia del tratamiento en el tamafo del nodulo se presenta en la siguiente

grafica (figura 21):
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Figura 21.- Nédulos mayores de 1mm2: a) control positivo (Ctrl. Pos.) b) probiético mas DEN (Pro
+ DEN), c) prebiotico mas DEN (Pre + DEN), probiético mas prebiético mas DEN (Pro + PRE + DEN).

En la figura 21 se muestra la cuantificacion de todos los ndédulos mayores a 1 mm?
de cada grupo, el menor numero de nodulos se presentd en el grupo Pro + Pre +
DEN, en comparacion de los demas grupos que incluye el control positivo, mediante
la prueba de U de Mann- Whitney se obtuvo un valor de p = 0.012. , lo que nos
indica un diferencia estadisticamente significativa; por lo tanto, la administracion del
simbidtico reduce el desarrollo del tamano de los ndédulos formados por el
carcinogeno en este modelo; el grupo Pro + DEN también presento diferencia
estadistica con respecto al grupo Pro +Pre + DEN con un valor de p = 0.003,
posteriormente se determino el promedio del tamafo de los nddulos superiores a 1

mm? por grupo como se muestra en la siguiente grafica (figura 22).
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Figura 22.- Tamaiio promedio de los nodulos superiores a 1 mm?2. a) control positivo (Ctrl. Pos.) b)
probiotico mas DEN (Pro + DEN), c) prebidtico mas DEN (Pre + DEN), probidtico mas prebioético mas
DEN (Pro + PRE + DEN).

Se midi6 el tamafio de los ndédulos y se seleccionaron los de mayor tamafo por
grupo, se obtuvo el promedio de estos nddulos y se representan en esta grafica
(figura 22): el grupo Pre + Pro + DEN tiene el menor promedio de nédulos superiores
a 1mm?2, a comparacion de los otros grupos Pro+ DEN y Pre DEN; mediante la
prueba de U de Mann-Whitney se obtuvo un valor de p = 0.004 entre el grupo Citrl.
Pos. y el grupo Pro + Pre DEN lo que nos indica una diferencia estadistica
significativa, donde el grupo simbidtico tiene el menor porcentaje de nodulos
mayores a 1mm?, los nodulos del grupo control positivo fueron los mas grandes y
se podian observar macroscopicamente como se observo anteriormente en la figura
15, pero debido al dafo causado al tejido por el DEN, no fue posible fijarlos al
portaobjetos para su analisis y ser evaluados, ya que el tejido se desintegraba con

la manipulacién.

A pesar de que en el tratamiento con el simbi6tico se obtuvo un mayor numero de

nodulos por cm? en comparacion con el control positivo, los nodulos desarrollados
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en el grupo simbidtico fueron mas pequefos, como se muestra en la figura de
nodulos/cm?. El valor acumulativo del % area GGT positiva en el grupo simbidtico

fue 50 % menor que el grupo DEN, que presentan pocos ndédulos de gran tamano.

Para poder observar el dafio causado por el carcinégeno en el tejido asi como el
efecto de la administracion de los tratamientos, se realizaron las técnicas de tincién
para los tejidos de hematoxilina-eosina y tricrémica de Masson (figuras 23 y 24). La
aplicacidon de estas técnicas histoldégicas permitié apreciar la estructura del
parénquima, asi como algunos organelos de las células hepaticas. En las siguientes
imagenes se observan cortes de higado, correspondientes a cada grupo de

tratamiento.

Figura 23.- Cortes histologicos de higado tefiidos con hematoxilina-eosina de los grupos con
tratamiento sin carcindgeno, tomadas con el objetivo 10x: a) Ctrl. Neg, b) Pro, c) Pre, d) Pro + Pre.
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Las flechas indican las venas centrales, mientras que los circulos indican la arteria, el conducto biliar
y la vena porta.

En esta figura se puede observar la estructura del lobulillo hepatico (figura 23 a), los
hepatocitos, que es la unidad estructural del tejido hepatico, se muestran
acomodados en formas de hileras sin irrupciones, que rodean a la triada (tracto
portal) marcada con un circulo, se le llama comunmente asi al conjunto de los

conductos de la arteria hepatica, vena porta y conducto biliar.

También se puede observar la vena central marcada con una flecha en las
imagenes a, b y d; los nucleos de los hepatocitos estan teiidos con azul y el
citoplasma de color rosado, estas imagenes pertenecen a los diferentes
tratamientos sin la adicién de DEN. Todas presentan una estructura similar al grupo
control negativo, por lo que los tratamientos no afectan la estructura del tejido

hepatico.

En la figura 24, se observa la estructura de los higados en los grupos administrados
con DEN, en la imagen a perteneciente al grupo control positivo, se observa una
pérdida total de la estructura del tejido hepatico que se encuentra alrededor de la
vena central marcada con una flecha, esto se debe al crecimiento descontrolado de
los hepatocitos. En las imagenes b, c y d de la figura 24, también se observa una
disrupcién en la estructura del tejido, pero en comparacion con el control positivo,
es menos marcada, lo que se atribuye al efecto de los tratamientos con probidtico y
prebiotico, asi como la combinacidn de ellos. Esta técnica histoldégica se
complementa con la técnica tricromica de Masson (figuras 25 y 26) para poder
observar la formacion de colageno en el tejido hepatico.
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Figura 24.- Cortes histolégicos de higado tefiidos con hematoxilina eosina de los grupos con
tratamiento y con carcinégeno tomadas con el objetivo 10x. Las flechas indican la vena central a)
control positivo, b) probidtico mas DEN, c) prebiotico mas DEN, d) probiético mas prebiotico mas
DEN.
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Tincion de Masson

En la figura 25 se puede apreciar la estructura del tejido en los grupos
experimentales sin la administracion del DEN, los tratamientos no muestran dafio,
se observa una arquitectura normal tomando en cuenta el control negativo. Se
sefala en circulos la triada y mediante una flecha las venas centrales, este tipo de
técnica nos permite ademas observar de color azul el tejido conjuntivo, que en este
caso se ve por la composicion de las arterias y venas que estan presentes en el
lobulillo hepatico. Durante la administracion del DEN, los tejidos de las siguientes
imagenes (Figura 26) se observa una coloracion mas pronunciada debido a la
formacion de tejido cicatrizante formado por colageno tipo 1 que se tifie de color
azul que rodean los hepatocitos dafados que conforman los nédulos, asi como el
engrosamiento de los conductos del tejido hepatico.
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Figura 25.- Tincion de Masson, fotos tomadas con el objetivo 10x. a) Ctrl. Neg. , b) Pro, c)
Pre, d) Pro + Pre; las flechas indican las venas centrales mientras que los circulos indican
la triada hepatica.
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Figura 26- Tincidon de Masson, fotos tomadas con el objetivo 10x. a) Ctrl. Pos., b) Pre + DEN, c) Pro
+ DEN, d) Pro + Pre + DEN.

En la figura 26 se puede observar de color azul, la acumulacion de colageno
alrededor de los hepatocitos dafiados que forman los nédulos, esta fibrosis es tejido
cicatrizante compuesto por colageno provocado por la administracion del
carcinébgeno DEN. La formacion de este tejido es una etapa que precede al
desarrollo del hepatocarcinoma. En las figuras b, c y d que representan los distintos
tratamientos se puede apreciar una ligera formaciéon de colageno que rodean los
nodulos a comparacion del control positivo, por lo que esta diferencia de dafio es
visible por el tratamiento con DEN y con la administracion de bifidobacterias e

inulina.
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Discusion

La tendencia de la pérdida de peso de las ratas usando el modelo de
hepatocarcinogénesis quimica de Schiffer, fue similar al reportado por otros autores
(Limeta, 2014; Martinez, 2014; Molina et al., 2014) donde se observo una

disminucién de peso en los grupos a los que se les administré DEN.

Asi mismo, en los grupos administrados con el carcinogeno DEN, se observo el
fendbmeno de hepatomegalia descrito por Molina y colaboradores (Molina et al.,
2014), a partir de los datos de la relacion del peso de los higados con respecto al
peso de las ratas. Esta relacion es mayor en los grupos con DEN en comparacion
con los grupos sin carcindégeno, debido posiblemente al crecimiento descontrolado
de células hepaticas, que es una caracteristica de la enfermedad y por lo tanto la
formacion de nodulos. ElI menor porcentaje fue representado por el grupo
administrado con prebidtico, que es comparable con los datos obtenidos por Amato
y colaboradores, en la cual en una dieta adicionada con inulina, se obtenia una

relacion similar de higado y peso en cuanto a sus tratamientos (Amato et al., 2017).

Se sabe que la inulina provee un efecto bifidogénico, esto sugiere un papel muy
importante en la administracion de Bifidobacterium adicionado con inulina como ya
se ha visto en este trabajo. El tracto gastrointestinal es el érgano inmunitario mas
grande del cuerpo humano, lugar donde colonizan las bifidobacterias asi como el
mayor numero de células inmunitarias en el cuerpo. Estos microorganismos
probiéticos son capaces de estimular el sistema inmunitario, mas especificamente
a los linfocitos CDT8+ (Rong et al., 2017), esta clase de linfocitos son llamados
citotoxicos y ayudan al organismo eliminando las células que presentan alguna
anomalia o infeccidn, en este caso células afectadas por el DEN. Ademas estimula
la produccidn de linfocitos TCD4 o linfocitos helper y la produccion linfocitos natural
killer (NK). Los linfocitos de este tipo son especialistas en la destruccion de células
cancerosas, tomando en cuenta esto y las etapas del desarrollo del CHC, la accién
del tratamiento simbidtico interviene en la fase de promocién del CHC, en la que la

produccion de estos leucocitos ayudan a destruir la células cancerigenas, producto
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de la iniciacion mediante la administracion del DEN, lo que provocé que el tamaino
de los nodulos se disminuyera. Es una posible respuesta a la disminucion del
tamano del nédulo y no al numero de estos, como se observo en los resultados

presentados.

El uso de bifidobcterium sp. nos indica que se trabajé con las caracteristicas propias
del género, tomando en cuenta este aspecto, los beneficios que se observaron en
el modelo de CHC son atribuidas a una o varias de las 80 especies que se han
identificado hasta el momento. Es también una oportunidad para realizar un estudio
mas destallado tomado en cuenta la identificaciéon por especie de la bacteria como
podria ser Bifidobacterium longum una de las cuales presenta caracteristicas mas

prometedoras en las afecciones del higado.

El nimero de nédulos superiores a 1 mm? que presentd el control positivo, superd
a los demas tratamientos. Los nédulos de menor tamafio se encontraron en el
tratamiento con probiotico mas prebidtico (Pro + Pre) y el nédulo mas grande se
encontré dentro grupo control positivo ya que se podia observar
macroscopicamente, en comparacion de los que se desarrollaron en los demas
grupos. A pesar de que el grupo Pro + Pre + DEN presento la formacion de los
nodulos mas pequefios, el nimero de nddulos por cm? fue superior a los demas
grupos. Sin embargo, en la cuantificacion del area total dafiada fue 50 % menor que
el control positivo, lo que representa una ventaja tomando en cuenta la agresividad

y el periodo de formacioén del CHC mediante el carcindgeno utilizado.

Gracias a las técnicas histologicas como la tincion tricromica de Masson, se observé
el tejido conectivo y la formacion de nodulos, en donde los cortes pertenecientes a
los grupos Pro + DEN, Pre + DEN y Pro + PRE DEN mostraron una disrupcion de
la estructura normal hepatica y la formacion de tejido cicatrizante mostrado de color
azul observandose en menor medida en los tratamientos que en el control positivo.
Dentro de esos grupos, el perteneciente al tratamiento con prebi6tico fue el grupo
con la menor presencia de tejido cicatrizante, esto puede deberse a una menor
produccion de moléculas que promueven la inflamacién, producidas por la

presencia de polisacaridos bacterianos, que son capaces de atravesar la barrera
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del intestino y llegan al sistema portal dada la condicion de las ratas por el DEN. La
variacion de los distintos cortes por grupo puede atribuirse a una variacion que
existe en cada individuo, uno de los problemas que hace al cancer una enfermedad

tan variable, asi como la busqueda de nuevas formas de prevenirlo.
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Conclusiones

Se obtuvo un cultivo puro de Bifidobacterium sp. a una concentracion de 1x10°
UFC/mL. Se corroboré su pureza mediante la tincion de Gram y con ayuda del

microscopio se observo su morfologia caracteristica del género.

Se observo la formacion de nodulos en los higados de las ratas administradas con
el carcinégeno DEN siguiendo el modelo de Schiffer.

La administracion del simbiotco (probidtico + prebidtico) mostré un efecto protector
para el desarrollo de CHC, los resultados obtenidos en este estudio son
satisfactorios tomando en cuenta la agresividad del carcinogeno DEN no asi la
administracion del probidtico o del prebidtico de forma individual.

El ensayo enzimatico de la GGT permitio detectar las lesiones en el higado
inducidas con DEN, donde el grupo al que se le administro el tratamiento simbidtico,
genero nodulos mas pequefos y una menor superficie de dafno hepatico, por lo que
la influencia del tratamiento ayuda de manera positiva en la generacion de nédulos

preneoplasicos.

Las tinciones histolégicas del tejido hepatico permitieron observar cambios en la
estructura de los lobulillos hepaticos en funcién de los tratamientos sobre el
desarrollo de nédulos hepaticos.
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